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Abstract: The changes in bacterial and fungal numbers on tatami-mats of a judo hall in Nippon Sport Science 
University was followed throughout the year. The results shown that bacteria decreased when fungi on the 
tatami-mats increased. And then, bacteria always increased when fungi decreased. Such an inverse correlation 
between the increase and decrease in bacteria and fungi is presumably caused by not only mutual competition for 
nutrients but also antibacterial substances produced during the growth of a large number of fungi, which inhibit 
bacterial growth. We herein tested the sensitivity of bacteria frequently isolated from tatami-mats of the judo hall 
throughout the year to fungi, cultured using the paper disc method. There has been no report on the scanning 
electron microscopic observation of inhibitory zones until now. Scanning electron microscopic observation of 
inhibitory zones on a bacteria and fungi isolated from tatami-mats of a judo hall was studied.
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【原著論文】
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2.　方　　法
1）真菌培養液の凍結乾燥
N 大学柔道場（塩化ビニル製畳）から分離された真菌
を純培養し，サブロー液体培地（ペプトン 10.0 g/l，ブド
ウ糖 40.0 g/l）で 27°C，12 週間，振蘯培養（TAITEC, BR-
300LF）を行った3)。その後，3000 rpm で 15 分間遠心
し，上清液を得た。上清液は，0.22 µm のメンブレンフィ
ルター（Billerica, Ma, USA）で濾過した後，-80°C で凍
結し，2 日間，凍結乾燥機（Labconco Model 75035, 
Kansas City, Mo. USA）で処理した4–6)。次に，それら
を蒸留水に溶かし，10 倍に濃縮し，凍結乾燥した真菌
培養液として実験に用いた。
2）供試菌
年間を通して，柔道場から高頻度に分離された
Micrococcus luteus, Staphylococcus warneri，Bacillus subtilis を
実験に使用した7)。
1.　目　　的
先に，年間を通して，体育大学の柔道場の畳の微生
物叢および細菌と真菌との個数の変化を追跡した1)。そ
の結果，畳やマットの真菌の個数が増加する時期には，
細菌数の減少がみられた。一方，真菌数の減少時には，
常に細菌数の増加が観察された2)。このような細菌と真
菌の個数の増減に関する“ミラーイメージ現象”は，
相互の栄養源などの分配の問題だけではなく，多数の
真菌の増殖によって抗菌様物質が産生され，細菌の増
殖阻止が起こるのではないかと推測される。本研究は，
柔道場の畳から，年間を通して高頻度に分離された細
菌について，真菌培養液に対する感受性試験をペー
パーディスク法により行ったものである。これまでに，
形成された阻止円は走査型電子顕微鏡観察の報告がな
いことから，初めて走査型電子顕微鏡試料の作成方法
を検討したので報告する。
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4）走査型電子顕微鏡の試料作製法
阻止円の観察には，寒天培地上に直接，2.5％のグル
タルアルデヒドを 15 cc 注ぎ，4°C，2 時間固定を行っ
た。次に，固定液をピペットで取り除いた。寒天培地
上に 0.1 M のリン酸緩衝液を注ぎ，15 分後，ピペット
を用いて同様の洗浄を 3 回繰り返した。次に，エタノー
ル（50–90％）で脱水処理を行った。それぞれ 50–80％
シリーズで 4°C，10 分間で，90％は室温で脱水した。
3）ペーパーディスク法による抗菌検定試験
細菌の培養はミュラーヒントン寒天培地（牛肉エキス
末 2.0 g/l，カザミノ酸 17.5 g/l，溶性デンプン 1.5 g/l，カ
ンテン 17.0 g/l）を使用した。抗菌検定試験は凍結乾燥真
菌培養液を 10 倍に濃縮した液を 80 µl，直径 10 mm の
ペーパーディスク（ADVANTEC）に滴下し，各々の寒
天培地上に置き，37°C，24 時間培養し判定した8)。
図 1　Micrococcus luteus に形成された阻止円の SEM 像（i）。左側が阻止円領域（A），右側が細菌増殖領域（B）を示す。阻止円
領域，細菌増殖領域の境界部分の拡大像（ii）。
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ンコータ（JFC-1600, JEOL）で白金コーティング 30 
mV，90 秒を行い10)，走査型電子顕微鏡（JSM-6460LV, 
JEOL）による試料の観察を行った。
3.　結果および考察
図 1 は Micrococcus luteus にみられる阻止円の走査型
電子顕微鏡像である。境界より左（A）は阻止円の領
90％エタノールでの脱水が終了後，阻止円寒天領域を
両刃のカミソリで，5×7 mm 前後の長方形に切り出し，
寒天の厚さ（高さ）を約 2 mm に薄切した9)。薄切寒天
は，濃度 100％のエタノールで，脱水処理を 3 回行っ
た。次に，酢酸イソアミルに 15 分間浸漬し，処理を 2
回繰り返した後，臨界点乾燥装置（JCPD-5, JEOL）で，
液化炭酸ガスを用いて試料を乾燥させ，オートファイ
図 2　Staphylococcus warneri に形成された阻止円の SEM 像（iii）。左側が阻止円領域（C），右側が細菌増殖領域（D）を示す。
阻止円領域，細菌増殖領域の境界部分の拡大像（iv）。
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図 3　Bacillus subtilis に形成された阻止円の SEM 像（v）。左側が阻止円領域（E），右側が細菌増殖領域（F）を示す。阻止円，
細菌増殖領域の境界部分の拡大像（vi）。走査型電子顕微鏡により観察された Bacillus subtilis の鞭毛様構造（vii）。
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細菌の表面の微細構造を走査型電子顕微鏡で初めて比
較観察することが可能になった。われわれの案出した
試料固定方法によって，従来から走査型電子顕微鏡で
の観察が困難とされていた，鞭毛様構造が観察された。
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域部分，右側（B）は細菌の増殖している領域である。
阻止円の内部領域に観察される菌体を拡大すると，増
殖部分の細菌にはみられなかった粒状の構造物が多数
確認された（ii）。図 2 は Staphylococcus warneri に形成
された阻止円の像である。境界より右側が増殖領域部
分（D）で菌体表面がスムーズで球体に対して，左側
（C）の阻止円の内部領域にみられる菌体は，表面が破
壊されているのが分かる。また，菌体が縮んでいるよ
うに観察された。おそらく，細胞質の一部が外部に流
出したためではないかと考えられる。これらの結果は，
真菌培養液が形態的にも殺菌効果を示しているものと
思われる。図 3 は栄養型の Bacillus subtilis の 24 時間後
の阻止円の像である。すなわち，境界より左側が阻止
円（E）で，右上側が増殖領域（F）である。細菌の増
殖領域では鞭毛様の構造が無数に確認できることが分
かった（vii）。現状では走査型電子顕微鏡による鞭毛
観察は試料作製技術が困難とされ，鞭毛観察の報告は
ほとんどみられない。今回，われわれの固定法による
鞭毛様構造の観察については，今後さらに固定法を検
討し，確かなものにしたい。一方，阻止円の内部領域
に確認される菌体は増殖領域の菌体とは異なり，表面
に粒状構造が確認され，同時に桿菌の幅が狭いことが
分かる。以上，柔道場の畳から高頻度に分離同定され
た細菌を真菌培養液で処理し，阻止円が形成されるこ
とが分かった。次に，走査型電子顕微鏡を用いて，阻
止円の観察を可能にした。阻止円と増殖領域を比較観
察すると，細菌の増殖領域では菌体の微細構造の変化
はみられなかった。しかしながら，走査型電子顕微鏡
観察では，増殖領域が阻止円との境界近辺に近付くほ
ど，増殖領域に著しい表面構造の変化が確認された。
4.　結　　論
先に，年間を通して柔道場の畳から採取した細菌と
真菌との個数がミラーイメージを示すことをみいだし
た1)。この現象は真菌の産生する抗菌様物質によって起
こる。今回，ペーパーディスク法による抗菌検定試験
で得られた阻止円について，走査型電子顕微鏡で菌体
の表面構造を観察するため，阻止円の試料作製方法を
試みた。その結果，阻止円領域と増殖領域に存在する
